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1 UVOD  
Z izrazom pluripotentne matične celice označujemo nediferencirane celice, ki se lahko razvijejo v 
vse tri tipe zarodnih tkiv (endoderm, ektoderm in mezoderm), ne pa tudi v ekstra embrionalna tkiva. 
To pomeni sposobnost razvoja v več kot 200 različnih tipov celic. Njihova glavna značilnost je 
zmožnost neskončnega samoobnavljanja in vitro (v ustreznih pogojih) in plastičnost, saj preko 
celičnih delitev ne izgubijo potenciala za diferenciacijo v različne tipe tkiv. In vivo je pluripotentno 
stanje embrionalnih celic in je le kratko prehodno stanje v razvoju zarodka, ki nato vodi v nadaljno 
diferenciacijo celic in v pojav embrionalnih tkiv. Iz embrija lahko izoliramo različne tipe matičnih 
celic, katerih lastnosti so odvisne od razvojne faze zarodka, iz katerega smo jih izolirali. Glede na 
tip donorskih celic oziroma glede na način vzpostavitve kulture jih v grobem delimo na: 
1. Embrionalne matične celice (EMC, angl. embryonic stem cells; ESC). 
Celice tega tipa so pridobljene iz znotrajcelične mase (ZCM, angl. inner cell mass; ICM) 
blastociste pred vgnezditvijo. Zarodek je tedaj star 4–5 dni, z izolacijo pa ga uničimo. Celice 
ločimo od trofektoderma in prenesemo v gojišče. Celice, pridobljene iz ZCM, kažejo značilnosti 
pluripotentnih celic. 
 
2. Epiblastne matične celice (EpiMC, angl. epiblast stem cells; EpiSC). 
Ko se zarodek vgnezdi, se v ZCM oblikujeta hipoblast in epiblast. Celice, ki jih izoliramo iz 
epiblasta, imajo zmožnost diferenciacije v endoderm, ektoderm in mezoderm ter kažejo 
značilnosti pluripotentnih celic. 
3. Primordialne zarodne celice (PZC, angl. primordial germ cells; PGC). 
Te celice so predniške celice spolnih žlez (gonad), ki tvorijo oocite in spermije. Če PGC gojimo 
in vitro, pridobimo embrionalne zarodne celice (EZC, angl. embryonic germ cells; EGC). 
 
4. Inducirane pluripotentne matične celice (iPMC, angl. induced pluripotent stem cells; iPSC). 
Gre za celice, pridobljene iz somatskih celic z vsiljenim izražanjem različnih transkripcijskih 
faktorjev. Možna je nadomestitev teh faktorjev s funkcijsko podobnimi faktorji, miRNA ali 
drugimi majhnimi molekulami. Na ta način pridobimo pluripotentne celice, ki so po svojih 
lastnostih podobne embrionalnim matičnim celicam. 
5. Matične celice, pridobljene s prenosom jedra somatske celice (MC-JP, angl. nuclear transfer 
stem cells; NT-SC). 
Celice nastanejo s prenosom jedra somatske celice v izpraznjen oocit. Tako nastanejo matične 
celice, ki so po jedrni DNA identične donorskemu organizmu jedra, v oocitu pa ostanejo 
mitohondriji in mtDNA jajčne celice. S tem postopkom se izognemo tudi nekaterim etičnim 
pomislekom, ki jih lahko imamo glede izolacije embrionalnih matičnih celic, saj ne žrtvujemo 
zarodka. 
6. Zarodne matične celice (ZMC, angl. germline stem cells; GSC). 
Te celice v gonadah nastajajo iz PZC in vodijo v nastanek unipotentnih predniških zarodnih celic 
(angl. progeny germ cells), npr. spermatogonijskih matičnih celic (angl. Spermatogonial stem 
cells, SSC). In vivo znotraj populacije ZMC obstaja ravnovesje med samoobnavljanjem in 
diferenciacijo, ki ga vzpostavljajo bližnje somatske celice. 
 
Pluripotentnost je v veliki meri odvisna od epigenetskega stanja celic, ki regulira izražanje različnih 
genov, odgovornih za vzdrževanje pluripotentnega stanja ali diferenciacijo. Preučevanje in 
poznavanje dejavnikov za ohranjanje pluripotentnega stanja je pogoj za uspešno implementacijo 
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matičnih celic v regenerativno medicino, znanje na tem področju pa nam bo ponudilo tudi boljše 
razumevanje celične diferenciacije in razvoja embrija. 
Slika 1: Različni tipi matičnih celic pri miši in človeku (prirejeno po Weinberger in sod., 2016). 
1.1 NAMEN  DELA 
Namen diplomskega dela je pregled do sedaj zbrane literature, ki opisuje regulacijo in pogoje 
vzdrževanja celic v pluripotentnem stanju. Vpliv faktorja LIF in rastne podlage na ohranjanje 
pluripotence mišjih embrionalnih matičnih celic smo preverili tudi s poskusom. 
2  STANJA PLURIPOTENTNOSTI 
Različna stanja pluripotentnosti se v celicah kažejo kot razlike v njihovem molekularnem in 
epigenetskem profilu, kar se odraža tudi v njihovih lastnostih, funkciji in varnosti za uporabo v 
medicini (Weinberger in sod., 2016). 
2.1 PLURIPOTENTNE CELICE PRI GLODALCIH 
Pri glodalcih se izolirane celice razlikujejo glede na razvojno stopnjo zarodka, iz katerega so bile 
izolirane. Razlikujejo se tudi njihove rastne zahteve. Če celice izoliramo iz ZCM embrija pred 
vgnezditvijo, ohranijo večino molekularnih značilnosti celic znotrajcelične mase. Takim celicam 
pravimo naivne (angl. näive) pluripotentne celice (Nichols in sod., 2009). Celice, izolirane iz 
epiblasta glodalčjega embrija po vgnezditvi (epiblastne matične celice, EpiMC) (Tesar in sod., 
2007; Brons in sod., 2007), pa imajo nekoliko drugačne lastnosti kot naivne in zahtevajo 
vzdrževanje v nekoliko drugačnih pogojih. Takšnemu stanju pluripotentnosti pravimo primitivno 
stanje (angl. primed state pluripotency) (Nichols in sod., 2009). Enake signalne poti lahko imajo v 
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teh dveh stanjih različne učinke na regulacijo pluripotentnosti (Weinberger in sod., 2016). V obeh 
tipih pluripotentnih celic sta izražena Oct4 in Sox2, višjo ekspresijo Nanog, Klf4, Klf2, Sall4, 
Prdm14, Tfcp211, Esrrβ in Tbx3 pa je opaziti pri naivnih celicah. S spreminjanjem pogojev v kulturi 
je možen prehod med stanjema. 
2.1.1 Naivne (näive) glodalčje pluripotentne celice 
Naivne pluripotentne celice lahko po mikroinjekciji v blastocisto predimplantacijskega embrija 
prispevajo k tvorbi himer v vseh tkivih (tudi v gonadah). Izražajo faktorje, značilne za pluripotentne 
celice, kot so Oct4, Nanog in Esrrβ. V ženskih celičnih linijah imajo aktivna oba X-kromosoma 
(Orkin in sod., 2011), saj naključna inaktivacija poteče po in vitro diferenciaciji. V in vitro pogojih 
celice rastejo v majhnih, kompaktnih, večslojnih kolonijah, ki v grobem spominjajo na kupolo in 
zahtevajo dodajanje LIF v gojišče. LIF preko JAK-STAT3 poti omogoča rast in proliferacijo 
naivnih glodalčjih matičnih celic (Smith in sod., 1988). Prisotnost krvnega seruma ni nujno 
potrebna za vzdrževanje celic v kulturi. Pri pasaži celic lahko skupke (klastre) encimsko razgradimo 
do posameznih celic, ne da bi izzvali diferenciacijo. Naivne pluripotentne celice imajo tudi krajši 
podvojitveni čas kot primitivne celice. Celice za metabolizem uporabljajo glikolizo in oksidativno 
fosforilacijo. Gledano v celoti je njihov DNA hipometiliran. 
2.1.2 Primitivne (primed) glodalčje pluripotentne celice  
Te celice imajo nekatere lastnosti pluripotentnih celic (diferenciacija v vse tri zarodne plasti in vitro 
in tvorba teratomov in vivo), a po mikroinjekciji v predimplantacijski embrio običajno ne prispevajo 
k tvorbi himer. Verjetno lahko to pripišemo dejstvu, da so višje v razvojnem stanju (izolirane iz 
postimplantacijskega embrija) in imajo zato drugačen nabor izraženih transkripcijskih faktorjev. V 
in vitro pogojih potrebujejo dodatek FGF2 v gojišče. Take celice ohranjajo ekspresijo Oct4 in Sox2, 
a imajo nižjo ekspresijo drugih faktorjev pluripotentnosti, kot so Nanog, Esrrβ, Klf4 in Klf2 
(Hackett in sod., 2014). Presenetljivo pa je povišana ekspresija nekaterih faktorjev, povezanih z 
linijsko diferenciacijo (Buecker in sod., 2014). Za razliko od naivnih, imajo primitivne 
pluripotentne celice že inaktiviranega enega od X-kromosomov v ženskih celičnih linijah. Na 
globalni ravni je DNA metilacija v primerjavi v naivnimi povišana. Na razvojnih regulatornih genih 
se pojavlja represivna značka, trimetilacija histona H3 na lizinsnskem ostanku 27 (H3K27me3) 
(Marks in sod., 2012; Gafni in sod., 2013). Set ojačevalcev, povezanih z regulacijo razvojnih genov, 
preide iz dormantnega stanja (v naivnih pluripotentnih celicah) v aktivno stanje, pripravljeno za 
linijsko diferenciacijo primitivnih pluripotentnih celic (Factor in sod., 2014). Kolonije so večje in 
sploščene, metabolizem pa temelji na glikolizi. 
2.1.3 Odvisnost od epigenetskih represorjev 
Glodalčje naivne pluripotentne celice, gojene v FBS/LIF in 2i/LIF, tolerirajo izgubo izražanja 
nekaterih epigenetskih represorjev (npr. Dnmt1, DICER, Polycomb protein EED) in še vedno 
ohranjajo lastnosti pluripotentnih celic (Geula in sod., 2015; Kumar in sod., 2014). Nasprotno pa 
pri glodalčjih primitivnih pluripotentih celiah izguba izražanja katerega od glavnih faktorjev 
pluripotentnosti vodi v diferenciacijo (Geula in sod., 2015). 
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2.2 ČLOVEŠKE PLURIPOTENTNE CELICE 
Rastne zahteve humanih pluripotentnih celic se razlikujejo od glodalčjih. Za njihovo vzdrževanje 
sta potrebni FGF2 in TGFβ1/Aktivin A signalizacija. V takšnih pogojih lahko vzdržujemo tako 
celice, izolirane iz ZCM, kot tudi celice, pridobljene z in vitro reprogramiranjem. 
Slika 2: Vplivi različnih TF na naivne in primitivne matične celice glodalcev (prirejeno po Weinberger in sod., 2016). 
2.2.1 Človeške pluripotente celice (hESC, hiPSC) 
Človeške pluripotentne celice (EMC) so bolj podobne mišjim epiblastnim matičnim celicam 
(mEpiMC) in imajo vrsto lastnosti, značilnih za primitivno pluripotenco. Imajo nizko ekspresijo 
označevalcev pluripotentnosti, značilnih za naivno stanje, kot so KLF17, DPPA3 in malo jedrno 
lokaliziranega TFE3, ki se nahaja tako v citoplazmi kot v jedru. Prav tako so odstranjene 
metilacijske značke (H3K27me3) na razvojno pomembnih genih. Gledano v celoti genom ni več 
hipometiliran, kot je to opazno pri celicah, pridoblejnih iz ZCM. Na ženskih celičnih linijah je en 
X-kromosom inaktiviran. Ob inhibiciji MEK-ERK signalizacije diferencirajo (Gafni in sod., 2013; 
Smith in sod., 2014; Mekhoubad in sod., 2012). Podobno kot glodalčje primitivne pluripotentne 
celice človeške celice ne tolerirajo izgube izražanja DNMT1 (Liao in sod., 2015). 
Kljub zgoraj omenjenim dejstvom pa človeške pluripotentne celice težko enačimo z glodalčjimi 
primitivnimi, saj kažejo značilnosti tako naivnih kot primitivnih glodalčjih pluripotentnih celic. 
Glodalčje EpiMC imajo namreč povišano ekspresijo FGF5 ali N-cadherina, česar pri človeških ne 
zaznamo. Človeške pa imajo povišano ekspresijo E-kadherina, podobno kot naivne glodalčje celice 
(Gafni in sod., 2013). Opazna je tudi visoka ekspresija NANOG in REX1, katerih skoraj ni zaznati 
v glodalčjih primitivnih celicah. 
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2.2.2 Humane naivne (näive) pluripotentne celice 
Izolacija človeških embrionalnih celic v naivnem stanju je težavna ali celo nemogoča. Pri glodalcih 
je izolacija lažja, saj v razvoju zarodka pride do stanja, ki mu rečemo diapavza in je nekakšna 
dormantna faza zarodka, v kateri se razvoj ustavi. Do tega stanja pride v pozni blastocisti, pred 
vgnezditvijo glodalčjega zarodka. Sprožimo jo z LIF/STAT3 signalizacijo ali pa z omejevanjem 
kroženja estrogena. Naravno se stanje pojavi samo pri glodalcih. Razvoj glodalčjega zarodka nam 
zaradi diapavze tako ponuja daljše časovno okno za izolacijo naivnih pluripotentnih celic iz ZCM, 
medtem ko je pri človeku to časovno okno zelo kratko. 
Za vzdrževanje naivnih pluripotentnih celic in vitro je bilo razvito gojišče NHMC (gojišče za naivne 
humane matične celice, angl. naive human stem cell medium), s katerim lahko človeške embrionalne 
matične celice reprogramiramo v stanje, ki je bolj podobno naivnemu stanju mESC. Gojišče vsebuje 
2i/LIF, p38 inhibitor, inhibitor JNK, inhibitor aPKC, ROCKi in nizke količine FGF2 ter TGFβ1 (ali 
aktivin A). Celice, gojene v takšnem gojišču, so podobne glodalčjim naivnim celicam, niso pa 
identične. Prav tako se razlikujejo od celic, ki jih najdemo v človeški  ZCM (Chia in sod., 2010). 
Za hEM celice gojene v NHMC je značilna jedrna lokalizacija TFE3 proteina in demetilacija 
H3K27me3 značk nad razvojnimi geni (Marks in sod., 2012; Chia in sod., 2010; Betschinger in 
sod., 2013).  
Na splošno hEM celice gojene v NHMC izražajo manj genov, povezanih z diferenciacijo, povišana 
je ekspresija genov, povezanih s pluripotenco, stopnja metilacije je nižja, ohranjata pa se 
kromosomalna stabilnost in imprinting.  
Za hEMC ali hiPSC ne moremo trditi, da so pluripotentne, saj iz etičnih razlogov z njimi ne smemo 
opravljati komplementacijskih testov. Tako se zanašamo na rezultate, ki jih dobimo z in vitro 
raziskavami in teratomskim testom v imunokompromitiranih miših, ki je trenutno najboljši dokaz 
pluripotentnega značaja človeških matičnih celic. Z njim lahko dokažemo sposobnost diferenciacije 
celic v različne celične linije vseh treh zarodnih plasti, ne pa sposobnosti tvorbe celotnega 
organizma in prispevka k njegovi zarodni liniji. Za linije človeških matičnih celic torej nimamo 
nedvoumnega dokaza, da so v resnici pluripotentne. 
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Slika 3: Klasifikacija matičnih celic pri človeku in glodalcih; a) donorski tipi in posledični tipi matičnih celic; b) razlike 
v izražanju genov med morfološko podobnima mišjim in človeškim zarodkom na stopnji blastociste (prirejeno po 
Weinberger in sod., 2016). 
3 EPIGENETSKA REGULACIJA PLURIPOTENTNOSTI 
Pojem epigenetika proučuje spremembe v izražanju genov organizma, do katerih pride zaradi 
sprememb v kromatinski strukturi, metilacij DNA, post-transkripcijskega utišanja genov z miRNA 
in regulacije transkripcijskih faktorjev. Epigenetska regulacija ne spreminja nukleotidnega 
zaporedja. Epigenetske modifikacije so lahko mitotsko in/ali mejotsko dedne (Wu in Morris, 2001). 
3.1 DNA METILACIJA 
Ideja, da DNA metilacija vpliva na izražanje genov, izhaja iz dejstva, da so nekatere CpG bogate 
sekvence na 5' koncu 60 % človeških genov zaščitene pred metilacijo. Ta zaporedja so ponavadi 
povezana s promotorjem in prvim eksonom (Bird, 2002) ter med razvojem ostanejo nemetilirana v 
vseh tkivih (Li, 2002). 
Za metilacijo in vzdrževanje metiliranega stanja je odgovorna družina DNA metiltransferaz, ki jih 
delimo glede na to, ali DNA metilirajo de novo ali metilacijo ohranjajo. Primera de novo DNA 
metiltransferaz sta Dnmt3a in Dnmt3b, ki sta v in vivo pogojih med seboj povezani (Li in sod., 
2007) in odgovorni za ponovno metilacijo v zarodnih matičnih celicah ter mišjih embrijih po 
vgnezditvi (Okano in sod., 1999). V teh celicah encima skupaj metilirata promotorje s pluripotenco 
povezanih genov (npr. OCT4 in NANOG), posledica nepopolne metilacije pa je nenadzorovana 
ekspresija teh dveh pluripotentnih genov med razvojem (Li in sod., 2007). Takšne mEMC se sicer 
lahko razmnožujejo in obnavljajo (Tsumura in sod., 2006), a ob indukciji diferenciacije propadejo 
(Panning in Jaenisch, 1996). 
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Raziskave so pokazale, da se v človeških pluripotentnih matičnih celicah metilacijski profil DNA 
močno razlikuje od vseh drugih tipov celic. Višja metilacijska stopnja je zaznana na proteinih, 
povezanih z jedrno in ekstracelularno signalizacijo, kotrolo celičnega cikla in odgovorom na stres 
ter apoptozo. Nižja stopnja metilacije je bila zaznana na genih za FGFR3 (Xu in sod., 2005) in 
TGFβR1 (James in sod., 2005), ki sta receptorja za rastne faktorje, s čimer pripomoreta k ohranjanju 
pluripotentnega stanja. 
Ob pregledu metilacijskega profila promotorjev (domnevnih regulatornih regij) genov za OCT4 in 
NANOG je bilo opaženo, da ekspresija korelira s stopnjo metilacije regulatornih regij teh genov 
(Lagarkova in sod., 2006). To je bilo potrjeno v študiji Yeo-a in sod. (2007), v kateri so celice 
izpostavili signalom diferenciacije. Tem je sledila sprememba v metilacijskem profilu genov za 
OCT4 in NANOG. Zgoraj omenjeno kaže, da je v pluripotentnih EM celicah DNA metilacija 
aktivna in lahko preko metilacije in demetilacije uravnava izražanje genov, povezanih s 
pluripotentnostjo, ali razvojnih genov. 
3.2 STANJE KROMATINA 
Izražanje genov v celicah sesalcev je lahko velikokrat odvisno od strukture kromatina in modifikacij 
histonov v nukleosomih. Mehanizmi, kot so SWI/SNF kompleks, lahko premikajo nukleosome po 
DNA verigi in tako zaprejo verigo ter onemogočijo prepisovanje; ali pa verigo sprostijo in 
omogočijo prepisovanje. Tako sta gena za NANOG in OCT4 v jedru EM celic zaradi zvitja 
kromatina ''lokalizirana'' na transkripcijsko bolj aktivnem mestu v genomu kot v diferenciranih 
celicah. 
V EM celicah naj bi obstajalo posebno stanje hiperdinamičnega ali »dihajočega« kromatina, 
katerega značilnost so hitre spremembe vezave proteinov (povezanih s stanji kromatina) na DNA. 
(Meshorer in sod., 2006). Nekateri izmed teh proteinov so na kromatin vezani bolj ohlapno in so 
bolj topni od tistih, ki jih najdemo v diferenciranih celicah. 
3.2.1 Bivalentne domene 
V genomu obstajajo regije, ki imajo hkrati H3K27me3 represivno in H3K4me3 aktivacijsko 
značko. Te regije so predvsem promotorji ali pa evolucijsko ohranjena zaporedja (Bernstein in sod., 
2006; Mikkelsen in sod., 2007). Pravimo jim bivalentne regije. Razvojne gene, ki so v EM celicah 
utišani, naj bi ohranjale v pripravljenosti za transkripcijo ob indukciji diferenciacije. Več kot 50 % 
teh bivalentnih domen ima tudi vezavna mesta za OCT4, NANOG in SOX2 (Bernstein in sod., 
2006). Stopnja pluripotentnosti je sorazmerna s prisotnostjo bivalentnega kromatina; z 
diferenciacijo tako pade število K4/K27 značk na promotorjih (Mikkelsen in sod., 2007). Vloga 
bivalentnih domen pri vzdrževanju pluripotentnosti še ni popolnoma znana, saj so bile bivalentne 
domene odkrite tudi v diferenciranih celicah (Mikkelsen in sod., 2007). Po diferenciaciji bivalenta 
domena obdrži samo aktivno ali samo represivno značko. Vrsta značke je odvisna od tipa celice in 
gena ter njegove vloge v celici po diferenciaciji (Bernstein in sod., 2006). 
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3.2.2 Modifikatorji histonov 
3.2.2.1 H3K4me3, H3K27me3, H3K9me3 
Kot povzemajo Ruthenburg in sod. (2007), so za metilacijo v celicah sesalcev odgovorne histonske 
metiltransferaze iz družine MLL proteinov. Nalogo demetilacije pa opravljajo proteini iz družine 
Jmjd proteinov (angl. Jumonji-domain containing demethylase), ki s kontinuiranim izražanjem 
preprečijo metilacijo regulatornih regij genov, potrebnih za vzdrževanje pluripotentnega stanja. 
Izničenje Jmjd genov vodi v diferenciacijo ES celic (Loh in sod., 2007).  
H3K4me3 je aktivna značka in jo lahko povežemo z 80 % aktivnih promotorjev v hES (Guenther 
in sod., 2007). 
V matičnih celicah so na velikem delu regij s H3K27me3 tudi mesta za vezavo NANOG, OCT4 in 
SOX2 (Lee in sod., 2006; Boyer in sod., 2006). Značka je represivna in jo najdemo v bivalentnih 
domenah ter na utišanih promotorjih. 
H3K9me3 je represivna značka, ki jo v mEMC najdemo na heterokromatinskih regijah in lokusih 
utišanih genov. Značko prepozna heterokromatinska protein-1 (HP1) družina, ki nato v interakciji 
z DNA metilazami in histonskimi deacetilazami ohranja heterokromatinsko strukturo. 
3.2.2.2 p300 
p300 je transkripcijski koaktivator in histonska aciltransferaza, pogosto prisotna v aktivatorskih 
regijah (Heintzman in sod., 2007; Ogryzko in sod., 1996). Raziskave so pokazale, da p300 tvori 
kompleks z NANOG-OCT4-SOX2, mesta njegove vezave pa so povezana še z vsaj šestimi drugimi 
transkripcijskimi faktorji. Tako se je razvila hipoteza, da se kompleks NANOG-OCT4-SOX2 
poveže s p300, kki deluje kot koaktivator za vezavo na DNA, kar nato vodi v transkripcijo gena. 
Hipoteza je bila potrjena preko miRNA inhibicije NANOG, SOX, OCT transkripcijskih faktorjev, 
ki je pokazala, da se ob manjši prisotnosti NANOG, OCT4 in SOX2 p300 manj intenzivno veže na 
njegova vezavna mesta (Chen in sod., 2008). Podobne raziskave so bile izpeljane z MYC, kjer so 
ugotovili, da MYC ne tvori kompleksov z p300 in da inhibicija MYC z miRNA ne vpliva na vezavo 
p300 na njegova vezavna mesta. 
Slika 4: Faktorji, potrebni za prepisovanje genov, povezanih s pluripotenco (prirejeno po Chambers in Tomlinson, 
2009). 
3.3 miRNA 
miRNA so kratka, nekodirajoča zaporedja RNA (19–25 nukleotidov), ki preko specifičnega 
parjenja nukleotidov tarčne mRNA preprečujejo translacijo ali pa mRNA razgradijo. 
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Do sedaj je opisanih le nekaj miRNA skupkov, ki vplivajo na regulacijo pluripotentnosti, na primer 
človeški in mišji miR-302 skupek, mišji miR-290 skupek in človeški miR-371 skupek (Houbaviy 
in sod., 2003; Suh in sod., 2004). Ti skupki imajo vlogo pri vzdrževanju pluripotentnosti, 
proliferaciji in diferenciaciji celic. 
Do nastanka zrelih miRNA skupkov je potrebnih par korakov, ki povečini vključujejo zaporedne 
endonukleazne cepitve. Glavni encimi, potrebni za proces, so: Drosha (kofaktor DGCR8), DICER, 
AGO proteini in RISC kompleks. Na mEM celicah je bilo dokazano, da imajo ob pomanjkanju 
DICER in DGCR8 le-te težave s proliferacijo in nadaljnjo diferenciacijo. Prav tako takšne celice 
niso sposobne tvoriti teratomov in ne doprinesejo k himernim miškam, ko celice vnesemo v 
blastocisto. Kljub temu pa so takšne celice v gojišču viabilne (Kanellopoulou in sod., 2005; 
Bernstein in sod., 2003). 
3.3.1 miR-302 skupek  
V mEM, hEM in iPM celicah je izražanje skupka visoko in se zmanjša v diferenciranih celicah (Lin 
in sod., 2011). V teh celicah skupek vpliva na ekspresijo OCT4, SOX2 in NANOG (Sandmaier in 
Telugu, 2015).  
Zanimivo je, da je mogoče samo z izražanjem miR-302/367 reprogramirati mišje in človeške 
somatske celice v naivno ali primitivno stanje brez eksogenih stimulacij s ključnimi 
transkripcijskimi faktorji (Anokye-Danso in sod., 2011). 
3.3.2 miR-290 skupek 
Med vsemi s pluripotenco povezanimi miRNA je ta skupek najbolj izražen v mEM celicah. 
Povezujemo ga z DNA metilacijo, vzdrževanjem pluripotentnosti, razvojem zarodnih celic in 
indukcijo pluripotence (Li in He, 2012; Sinkkonen in sod., 2008).  
3.3.3 miR-371 skupek 
Ta skupek je človeški ortolog mišjega miR-290 skupka. Njegovo izražanje po začetku diferenciacije 
hEM celic hitro pade. Skupek naj bi na pluripotentnost vplival preko vzdrževanja MBD2-MYC 
signalne poti (Cao in sod., 2015). 
3.3.4 Vloga miRNA na pluripotentnost pri miši 
Mišje naivne in primarne pluripotentne celice podobno kot pri transkripcijskih faktorjih izražajo 
različne sete miRNA skupkov, ki pripomorejo k pluripotentnosti. V primarnih so preferenčno 
izraženi miR-302d, miR-34c, miR-367 in let-7e, medtem ko naivne izražajo miR-294 in miR-142-
3p. 
Skupek miR-290/295 je pomemben skupek v mišjih naivnih pluripotentnih celicah. Če celice 
tretiramo z miR290/295 in jih injiciramo v ICM, se ekspresija drugih miRNA omeji na epiblast. 
(Tang in sod., 2010) 
miR-20, miR-92 in miR-302 skupki imajo tarčna mesta v prepisu Bim proteina, ki je pro-apoptotski 
protein. Z njegovim utišanjem tako zagotavljajo preživetje primarnih pluripotentnih celic (Pernaute 
in sod., 2014). 
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3.3.5 Vloga miRNA na pluripotentnost pri človeku 
V humanih primarnih pluripotentnih celicah so izraženi skupki miR-302b, miR-372, skupek 19. 
kromosoma, specifičen za primate, miR-518b, miR-520b in miR-520c, katerega izražanje pade po 
diferenciaciji (Stadler in sod., 2010; Ren in sod., 2009). miR-518, miR-520b in miR-520c so bolj 
izraženi pri prehodu na zgodnejše pluripotentno stanje, medtem ko je miR-302b pozitivna kontrola 
tako za naivne kot za primarne človeške pluripotentne celice (Ware in sod., 2014). 
Slika 5: miRNA skupki in njihovi učinki na matične celice (prirejeno po Lee, Ramakrishna in sod., 2016). 
4 TRANSKRIPCIJSKI FAKTORJI PLURIPOTENTNOSTI 
Transkripcijski faktorji so bistven dejavnik pri vzdrževanju pluripotentnosti, saj lahko vzpodbujajo 
prepisovanje genov, povezanih s pluripotentnostjo, ali pa preprečujejo transkripcijo genov, ki 
vodijo v diferenciacijo celic. Pri vzdrževanju pluripotence sodeluje veliko transkripcijskih 
faktorjev, glavni pa so OCT4, SOX2 in NANOG. Ti faktorji so nujni za ohranjanje pluripotentnosti 
celic (Chambers in sod., 2007; Masui in sod., 2007; Niwa in sod., 2005) in se v hEM celicah vežejo 
na več kot 353 promotorjev genov (Boyer in sod., 2005). Med drugim regulirajo gene, ki sodelujejo 
pri modifikaciji histonov ali kromatina, ali pa na te komplekse delujejo direktno (OCT4 in NANOG 
vplivata na histonsko deacetilazo NuRD, SWI/SNF kromatinske preoblikovalce in na proteine 
polikomb skupine). V EM celicah je približno 52 % vseh izraženih genov, reguliranih z družino 
NANOG, OCT4, SOX2, KLFin MYC (Chen in Xu in sod., 2008). 
4.1 NANOG 
NANOG je transkripcijski faktor z eno samo homeodomeno, s katero se veže na DNA (Jauch in 
sod., 2008). Zaporedje DNA, ki je potrebno za vezavo, še ni popolnoma določeno. Tako Mitsui 
poroča, da se NANOG veže na TAAT zaporedje (Mitsui in sod., 2003), Jauch poroča o TAATGG 
zaporedju (Jauch in sod., 2008), Loh pa na podlagi lokalizacijskih študij poroča o CATT zaporedju 
(Loh in sod., 2006). Izguba NANOG-a povzroča diferenciacijo v endoderm (Chambers in sod., 
2007; Hatano in sod., 2005; Ivanova in sod., 2006). NANOG izničene EM celice ohranijo svojo 
sposobnost samoobnavljanja, kar nakazuje, da izguba NANOG-a ne vodi nujno v diferenciacijo 
(Chambers in sod., 2007). V rastnih pogojih za mEM celice NANOG zmanjšuje potrebe celic po 
LIF za vzdrževanje pluripotentnosti (Chambers in sod., 2003; Mitsui in sod., 2003).  
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OCT4 (angl. octamer-binding transcription factor 4) je svoje ime dobil po osmih baznih parih, ki 
jih prepoznava na zaporedju DNA. Je član skupine oktamernih transkripcijskih faktorjev, ki 
prepozna zaporedje 5'-ATGCAAAT-3' (Parslow in sod., 1984). OCT proteini skupaj s proteini Pit 
in Unc tvorijo POU (PIT, OCT, UNC) razred transkripcijskih faktorjev, ki se preko dveh DNA 
vezavnih domen vežejo na DNA. Ti domeni sta visoko afinitetna homeodomena (POUHD) in nizko 
afinitetna POU specifična domena (POUS) (Klemm in Pabo, 1996). Vsaka domena se veže na enega 
izmed dveh velikih žlebov DNA preko 4 bp in tako POU z vezavo obeh verig objame DNA (Philips 
in Luisi, 2000). Obstajata dve vrsti interakcije OCT z DNA: v prvi sta na DNA vezani obe vezavni 
domeni, v drugi pa je na DNA vezana samo visoko afinitetna  POUHD domena (Williams in sod., 
2004). 
ES celice ob izgubi ekspresije OCT4 diferencirajo v trofoektoderm (Kunath in sod., 2004), če pa 
ekspresijo povišamo na > 150 % normalnega izražanja OCT4 (glede na EM celice divjega tipa), te 
diferencirajo v mešano populacijo celic z mezodermalnimi in endodermalnimi označevalci (Niwa 
in sod., 2000). Za ohranjanje pluripotence z OCT4 je nujno, da so kaskadne poti LIF/STAT3 in 
BMP/GDF/Id aktivne (Ying in sod., 2003; Niwa in sod., 2000). Vezavna mesta za OCT4 najdemo 
na večini promotorjev genov, katerih ekspresija v EM celicah je povišana (Niwa, 2001). 
4.3 SOX2 
Tako SOX2 kot tudi drugi člani njegove superdružine vsebuje visoko mobilno skupino (HMG box, 
angl. high mobility group), ki je DNA vezavna domena. S to domeno se na majhni žleb DNA veže 
preko 5'-A/T
 A/TCAAAG-3' zaporedja (Bowles in sod., 2000), Chen in Xu pa poročata o zaporedju 
5'-CATTGTT-3' (Chen in sod., 2008). Zanimivo je, da SOX2 zaradi metioninskega ostanka znotraj 
HMG domene zvija DNA verigo (Weiss, 2001). 
Inaktivacija SOX2 gena v EM celicah podobno kot pri OCT4 izničenih mutantih povzroči 
diferenciacijo celic v trofoektoderm (Masui in sod., 2007). Glavni prispevek SOX2 k regulaciji 
pluripotentnosti je verjetno vzdrževanje ekspresije OCT4. Tako lahko diferenciacijo zaradi 
pomanjkanja SOX2 ustavimo z močnejšo ekspresijo OCT4. SOX2 preko drugih faktorjev nato 
deluje na OCT4 (Kopp in sod., 2008; Zhao in sod., 2004) in ohranja njegovo transkripcijo. A 
nekatere raziskave kažejo, da in vivo ekspresija Sox2 v celicah zgodnjih stopenj zarodka ni nujna, 
kar lahko pripišemo tudi prisotnosti dolgo obstojnega maternalnega Sox2 (Avilion in sod., 2003). 
Slika 6: Nanog, Oct4 in Sox2 proteini ter njihove vezavne domene (prirejeno po Chambers in Tomlinson, 2009). 
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MYC je družina transkripcijskih faktorjev, ki jo sestavljajo c-MYC, MYC-n in MYC-l, ki ponavadi 
heterodimerizirajo s traskripcijskih faktorjem MAX na aktivatorskih mestih v genomu. mEM celice 
z nižjim izražanjem c-MYC ali MYC-n lahko vzdržujejo pluripotentnost in proliferacijo, a ob izgubi 
izražanja obeh,celice diferencirajo v endoderm in mezoderm (Smith in sod., 2001). Cartwright in 
sod. (2005) poročajo o c-MYC kot navzdoljni tarči LIF/STAT3 signalizacije, ko deluje kot represor 
transkripcije GATA3, ki je glavni endodermalni regulator. Chappel in Dalton (2013) v svojem 
članku povzameta, da se ob izgubi ekspresije c-MYC nivo GATA3 dvigne in celice začnejo 
diferencirati proti primitivnemu endodermu. MYC verjetno z vezavo BMP4, sodeluje pri represiji 
delovanja MAP kinaz, ki lahko ob signalizaciji s FGF pluripotentne celice vodijo v diferenciacijo, 
kar pa se zgodi tudi ob izgubi MYC ekspresije. To pomeni, da je najverjetnejša vloga MYC pri 
ohranjanju pluripotence prav inhibicija MAP kinaz. 
Glede pomembnosti MYC obstajajo številne teorije. Nekateri domnevajo, da je odgovoren za 
regulacijo vseh prepisovanih genov v celicah (ne samo pluripotentnih) in da deluje kot vezalec 
faktorjev, ki preprečujejo vezavo RNA II polimeraz na DNA. Pripisujejo mu tudi še večjo 
epigenetsko vlogo, in sicer naj bi usmerjal H3 in H4 acetilacijo histonov ter deloval kot 
transkripcijski represor diferenciacijskih genov. Zadnja teorija pa pravi, da MYC nadzoruje samo 
del genov, ki pa so po večini povezani s pluripotenco in samoobnavljanjem. MYC se veže in 
inducira izražanje SOX2 ter aktivira mir-17-92 miRNA skupek, ki pripomoreta k ohranjanju 
pluripotentnega stanja (cit. po Chappel in Dalton, 2013). Pri reprogramiranju somatskih celic v 
iPMC naj bi MYC deloval kot aktivator za OSK vezavo na težko dostopna mesta v genomu. 
4.5 KLF 
Družina Krüppelu podobnih transkripcijskih faktorjev je skupina evolucijsko ohranjenih in 
pomembnih TF, ki sodelujejo pri procesih apoptoze, diferenciacije, razvoja in proliferacije. 
Najprepoznavnejši predstavniki družine so KLF2, KLF4 in KLF5. Poleg tega imajo pomembno 
vlogo pri vzdrževanju pluripotentnosti in so intenzivno izraženi v mEM celicah. Ekspresija vidno 
upade, ko se v celicah pojavijo signali za diferenciacijo ali pa ko celicam v in vitro  pogojih 
prenehamo dodajati LIF. LIF namreč preko STAT3 kinaze regulira ekspresijo KLF4 in KLF5. 
Bourilliot in Savatier (2010) v svojem članku povzameta, da celice lahko ostanejo pluripotentne in 
se samoobnavljajo kljub izgubi ekspresije enega izmed KLF (z RNA interferenco ali KO), a ob 
izgubi ekspresije vseh treh KLF faktorjev se celice diferencirajo in morfološko spominjajo na 
fibroblaste. Skupaj z NANOG, SOX2 in OCT4 predstavljajo del jedrne (angl. core) pluripotentne 
mreže, saj so KLF2, KLF4 in KLF5 aktivatorji za izražanje NANOG, SOX2 in OCT4, hkrati pa 
OCT4 in NANOG v mehanizmu povratne zanke inducirata izražanje KLF (cit. po Bourillot in 
Savatier, 2010). Analize so pokazale, da se KLF2, KLF4 in KLF5 vežejo na pomembna mesta 
promotorjev OCT, SOX, NANOG in MYC ter tam delujejo kot aktivatorji. 
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Slika 7: Jedrna pluripotentna transkripcijska mreža (prirejeno po Bourillot in Savatier, 2010). 
4.6 INTERAKCIJE, POTREBNE ZA REGULACIJO PLURIPOTENTNOSTI 
Iz različnih raziskav vemo, da so vezavna mesta za SOX2, NANOG in OCT4 v celicah v bližini 
drug drugega (Boyer in sod., 2005). Prav tako so odkrili, da se v mEM celicah Oct4 in Nanog na 
DNA vežeta blizu drug drugega (Loh in sod., 2006) in da te vrste interakcij preko bližnjih vezavnih 
mest niso specifične samo za Sox2, Oct4 in Nanog trio, ampak se nanašajo tudi na Klf4 in Esrrβ 
(Cole in sod., 2008; Kim in sod., 2008).  
Slika 8: Transkripcijsko-regulatorna mreža v matičnih celicah; a) mreža z devetimi transkripcijskimi faktorji, 
pomembnimi za pluripotrenco; b) razširjena transkripcijsko-regulatorna mreža (širina kroga predstavlja delež 
promotorjev, ki jih faktor regulira, puščice predstavljajo smer delovanja); c) delovanje faktorjev, potrebnih za 
reprogramiranje celic (prirejeno po Kim in sod., 2008). 
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4.6.1 OCT4-SOX2 interakcije 
Raziskave kažejo, da se transkripcijska faktorja na DNA vežeta kooperativno (Ambrosetii in sod., 
2000). Vežeta se na nepalindromska zaporedja. Njuni vezavni mesti se nahajata drug ob drugem, 
vedno pa imata določeno relativno orientacijo. Tako sta mesto za vezavo s POUS domeno (veže se 
na veliki žleb DNA) OCT4 transkripcijskega faktorja in mesto za vezavo s HMG domeno (veže se 
na mali žleb DNA) SOX2 transkripcijskega faktorja sosednji in se celo vežeta na isto stran verige. 
Analize so pokazale, da sta v OCT-SOX-DNA kompleksu obe vezavni domeni OCT v kontaktu z 
DNA. To se najverjetneje zgodi zaradi interakcij stranskih verig HMG in POUS , ki le-tega vedno 
držijo v kontaktu z DNA (Williams in sod., 2004). Zanimivo je, da izguba SOX2 gena nima velikega 
vpliva na večino OCT/SOX tarčnih genov, saj ga verjetno nadomestijo drugi transkripcijski faktorji 
SOX družine (SOX4,SOX11 in SOX15) (Masui in sod., 2007). 
Slika 9: Način vezave OCT4 in SOX2 na DNA; a) zaporedje, na katero se SOX2 in OCT4 vežeta; b) vezava OCT4 na 
DNA; c) vezava SOX2 na DNA in povezava z OCT4 (prirejeno po Chambers in Tomlinson, 2009). 
4.7 OSTALI TRANSKRIPCIJSKI FAKTORJI 
Znanstveniki so odkrili tudi druge faktorje, potrebne za vzdrževanje pluripotentnosti: SALL4, 
DAX1, ESRRβ , TBX3, TC11, RIF1, NAC1 in ZFP281 (Loh in sod., 2006; Wang in sod., 2006; 
Ivanova in sod., 2006). Faktorji preko mnogih interakcij tvorijo zapleteno regulatorno mrežo 
pluripotentnosti. 
4.7.1 TGFβ/Aktivin/Nodal signalizacija 
TGFβ spadajo v družino ligandov, ki delujejo preko dveh poti: preko poti SMAD1/5, ki vodi v 
diferenciacijo, in poti SMAD2/3, ki je del TGFβ/Aktivin/Nodal signalizacije za ohranjanje 
pluripotence. Ob kakršnikoli inhibiciji poti SMAD2/3 (majhne molekule – SB431542, proteini, 
rekombinantni proteini) se okrepi pot SMAD1/5, delež OCT3/4 in NANOG v celicah pa se zmanjša, 
kar vodi v diferenciacijo. 
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4.7.2  BMP/Smad pot 
BMP4 z vezavo na receptorje sproži fosforilacijo Smad1 in tako poskrbi za prepisovanje proteinov 
iz Id družine (Inhibitorji diferenciacije), kar je verjetno glavna vloga poti, ki ohranja pluripotenco 
(Chen in sod., 2008).  
Slika 10: Vpliv zunanjih signalov na diferenciacijo in samoobnavljanje matičnih celic (prirejeno po Pera in Tam., 
2006). 
4.7.3 WNT signalizacija 
Signalna pot kontrolira linijsko razvojne gene in uravnava pluripotentnost. Pot pozitivno deluje na 
pluripotenco, ko je povišano izražena, pri prekomernem izražanju β-kateina, pomanjkanju TCF3 in 
inhibiciji GSK3 aktivnosti (z GSK3 inhibitorjem – majhna molekula).  
5 LABORATORIJSKI POSKUS 
Vzdrževanje matičnih celic v kulturi zahteva primerno rastno podlago in dodajanje faktorjev v 
rastno gojišče, ki preprečujejo diferenciacijo. mEM celice običajno gojimo na podlagi iz mitotsko 
inaktiviranih fibroblastov (v gojišče izločajo različne citokine, npr. FGF2) v mediju, sestavljenem 
iz DMEM z dodatkom FBS ali KOSR (angl. knock-out serum replacement) in v gojišče dodanim 
LIF. Z naraščajočim potencialom uporabe matičnih celic se pojavljajo vse večje potrebe po 
različnih, optimiziranih in cenovno ugodnih načinih gojenja. S poskusom smo želeli preveriti, ali je 
mEM celice mogoče gojiti na podlagi iz fiksiranih fibroblastov, kot je bilo prikazano na primeru 
mišjih (Yue in sod., 2012) in človeških (Joddar in sod., 2015) iPMC. Uporaba fiksiranih 
fibroblastov odpravi potrebo po inaktivaciji celic hranilne podlage (z antibiotiki ali gama žarki), 
omogoči daljšo trajnost rastne podlage (po pripravi lahko fiksirano podlago hranimo v hladilniku) 
in nudi možnost ponovne uporabe. 
V poskusu smo primerjali konvencionalni način gojenja mEMC na inaktiviranih fibroblastih z 
gojenjem na rastni podlagi iz fiksiranih mišjih embrionalnih fibroblastov z dodatkom eksogenega 
LIF in brez njega. Uporabili smo naslednje štiri različne pogoje in spremljali diferenciacijo mEMC: 
1. Inaktivirani fibroblasti + mEMC gojišče z dodatkom LIF. 
2. Inaktivirani fibroblasti + mEMC gojišče brez LIF. 
3. Fiksirani fibroblasti + mEMC gojišče z LIF. 
4. Fiksirani fibroblasti + mEMC gojišče brez LIF. 
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Naša hipoteza je bila, da pri gojenju mEMC po klasičnem protokolu (inaktivirani fibroblasti z 
dodatkom LIF) ne bo prišlo do diferenciacije celic, medtem ko bo diferenciacija mEMC največja 
pri gojenju na mrtvih (fiksiranih) fibroblastih v gojišču brez dodanega LIF. S poskusom smo želeli 
oceniti, ali je gojenje mEMC možno tudi na fiksiranih (mrtvih) fibroblastih in kako v tem primeru 
na diferenciacijo vpliva dodatek eksogenega LIF. Diferenciacijo smo spremljali z opazovanjem 
morfoloških lastnosti (oblika in kompaktnost skupkov) in z barvanjem na aktivnost tkivno-
nespecifične alkalne fosfataze, ki je fenotipski označevalec pluripotentnih matičnih celic. 
5.1 MATERIAL IN METODE 
1. Priprava hranilne (feeder) podlage iz inaktiviranih fibroblastov. 
Za poskus smo uporabili z mitomicinom-C mitotsko inaktivirane mišje embrionalne fibroblaste 
(MEF). Celice smo odmrznili in razredčili v 9 ml MEF gojišča ter jih 8 minut centrifugirali pri 1300 
rpm, odsesali supernatant in jih resuspendirali v 3 ml MEF gojišča. Celice smo nato nacepili na 30 
mm plošče, prekrite z želatino, v gostoti 1 x 106 na ploščo v MEF gojišču.  
2. Priprava hranilne (feeder) podlage iz fiksiranih fibroblastov. 
Pritrjenim MEF smo odsesali gojišče, jih enkrat sprali s PBS in jih fiksirali dvakrat po 5 minut v 
3,7-odstotnem paraformaldehidu. Fiksativ smo nato spirali trikrat po 10 minut in štirikrat po 5 
minut s PBS na stresalniku ob rahlem stresanju (30 rpm). Fiksirane celice smo nato pustili v PBS 
in jih shranili v hladilniku. 
3. Nacepljanje mESC celic. 
mEMC smo odmrznili in jih gojili v gojišču z dodanim LIF ali brez njega na podlagi iz fiksiranih 
ali deaktiviranih fibroblastov. mESC smo nacepili na fibroblaste v gostoti približno 5 x 104 celic 
in jih pustili preraščati v CO2 inkubatorju pri 37 °C. 
4. Določanje aktivnosti tkivno-nespecifične alkalne fosfataze. 
Po treh, štirih in šestih dneh smo določali aktivnost tkivno-nespecifične alkalne fosfataze. Najprej 
smo odstranili gojišče in celice sprali s PBS ter jih nato fiksirali dvakrat po 5 minut v 3,7-odstotnem 
FA. Celice smo nato trikrat po 10 minut inkubirali v Tris-malatnem pufru. Za barvanje smo 
uporabili reagenta Napthol in Fast red, ki ob prisotnosti alkalne fosfataze tvorita barvilo intenzivno 
rdeče barve. Po obarvanju skupkov smo odsesali barvilo in celice sprali s PBS.  
5.2 REZULTATI 
1. Inaktivirani fibroblasti + mEMC gojišče z dodatkom LIF. 
Kolonije so majhne, kompaktne, obarvane po celotni površini (tkivno-nespecifična alkalna 
fosfataza se povišano izraža v pluripotentnih matičnih celicah) in kažejo na prisotnost 
nediferenciranih mEMC. Plošča je bila po celotni površini enakomerno preraščena z mEMC.  
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Slika 11: Barvanje na aktivnost tkivno-nespecifične alkalne fosfataze v mEMC na podlagi iz iMEF in  gojišču z 
dodanim LIF  a) 40-kratna povečava; b) gojitvena posodica 
2. Inaktivirani fibroblasti + mEMC gojišče brez LIF. 
Kolonije so bile velike in večinoma nepravilnih oblik. Obarvanje nekaterih kolonij je manj 
intenzivno kot pri plošči z iMEF in dodanim LIF, vendar najdemo tudi močno obarvane kolonije 
okrogle oblike. Plošča je preraščena po celotni površini, prevladujejo večje kolonije celic 
nepravilnih oblik, ki kažejo na začetek diferenciacije. 
 
Slika 12: Barvanje na aktivnost tkivno-nespecifične alkalne fosfataze v mEMC na podlagi iz iMEF v gojišču brez 
dodanega LIF a) 40-kratna povečava; b) gojitvena posodica 
 
3. Fiksirani fibroblasti + mEMC gojišče z LIF. 
 
Na plošči smo našli tako velike kolonije nepravilnih oblik, ki so bile slabo ali pa sploh neobarvane 
(diferencirane), kot tudi majhne, kompaktne, okrogle (morfološka značilnost pluripotentnih celic) 
in povsem obarvane kolonije.  
 
Slika 13: Barvanje na aktivnost tkivno-nespecifične alkalne fosfataze v mEMC na podlagi iz fMEF in gojišču z dodanim 
LIF a) 100-kratna povečava; b) gojitvena posodica 
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4. Fiksirani fibroblasti + mEMC gojišče brez LIF. 
Kolonije so nepravilnih oblik ali pa med njimi ni videti jasne meje. Prav tako so kolonije slabo 
obarvane ali pa povsem neobarvane. Skupki, ki bi kazali morfološke značilnosti in obarvanje, 
značilno za pluripotentne celice, so redki. 
 
Slika 14: Barvanje na aktivnost tkivno-nespecifične alkalne fosfataze v mEMC na podlagi iz fMEF in  gojišču z 
dodanim LIF a) 100-kratna povečava; b) gojitvena posodica 
5.3 DISKUSIJA 
Za barvanje na tkivno-nespecifično alkalno fosfatazo smo se odločili, ker je značilen fenotipski 
marker pluripotentnih matičnih celic, prisotnost tkivno-nespecifične AP pa upada in preneha z 
diferenciacijo. 
 
Po pričakovanjih je bila diferenciacija najmanjša pri konvencionalnem načinu gojenja (1), kjer 
inaktivirani fibroblasti niso mrtvi, ampak je z mitomicinom-C mitotsko ustavljena njihova 
proliferacija, kljub temu pa v njih potekajo drugi celični procesi. Takšni fibroblasti so zmožni 
izražanja različnih ligandov in citokinov, ki pluripotentnim celicam omogočajo rast in proliferacijo. 
Dodatek LIF okrepi stanje pluripotentnosti, saj preprečuje celično diferenciacijo (preko LIF/STAT3 
poti) in je pogosto lahko nadomestilo za rastno podlago (mišje pluripotentne celice). Pri 2. pogoju 
vidimo, da je ohranjanje pluripotentnosti (vsaj krajši čas) možno tudi brez dodatka eksogenega LIF, 
če celice gojimo na  rastni podlagi iz inaktiviranih MEF (ki izločajo določene rastne faktorje). Če 
LIF ne dodajamo v gojišče, se kolonije sploščijo in začnejo tvoriti celice, ki morfološko spominjajo 
na epitelne. 
 
Za fiksacijo smo uporabili nizke koncentracije paraformaldehida in fiksativ dobro sprali. Pri 3. 
pogoju so skupki celic kazali aktivnost tkivno-nesprecifične AP in ustrezno morfologijo (okrogla 
oblika). Sklepamo torej, da je gojenje mEMC ob dodatku eksogenega LIF možno tudi na podlagi 
iz fiksiranih MEF. Yue in sod. so poročali, da je za uspešno pritrjevanje in rast matičnih celic 
pomembna predvsem fizična struktura (topografija) podlage, ki naj bi se po fiksaciji ohranila. 
Takšen način gojenja predstavlja alternativo klasičnim metodam. V našem primeru se je izkazalo, 
da fiksirani fibroblasti sicer omogočajo rast matičnih celic, vendar so matične celice na inaktiviranih 
fibroblastih nekoliko manj podvržene diferenciaciji, medtem ko nekatere študije poročajo o 
primerljivih rezultatih med  podlagama (npr. Yue in sod. (2012); Joddar in sod (2015)). 
 
Možno je, da so inducirane pluripotentne matične celice, ki so jih uporabljali Yue in sod. (2012) ter 
Joddar in sod. (2015), zaradi nepopolne inaktivacije eksogenih faktorjev pluripotentnosti bolj 
odporne na diferenciacijo in zato lahko uspevajo na rastni podlagi iz fiksiranih fibroblastov in/ali 
brez dodatka eksogenih faktorjev v gojišče. 
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Gojenje mEMC na podlagi iz fiksiranih fibroblastov je mogoče, vendar morfološke značilnosti in 
aktivnost tkivno-nespecifične alkalne fosfataze kažejo, da je konvencionalni način gojenja na 
podlagi iz mitotsko inaktiviranih fibroblastov primernejši. 
6 ZAKLJUČEK 
V zadnjem stoletju so se nam odprla številna vrata za raziskovanje matičnih celic, njihovega 
delovanja in pogojev, v katerih uspevajo. Kot največji dosežek lahko štejemo odkritje štirih 
faktorjev, ki so uspešno reprogramirali mišje somatske celice v matične. Posledično je to vodilo v 
vzpostavitev številnih drugih reprogramiranih linij matičnih celic. Ne glede na to pa smo šele na 
začetku odkrivanja regulacije pluripotence, saj obstajajo še številni faktorji, poti in miRNA 
molekule, ki verjetno odločilno vplivajo na matične celice, a so nam zaenkrat še neznani. V našem 
poskusu smo potrdili, da je gojenje mEMC na podlagi iz fiksiranih fibroblastov mogoče, vendar je 
konvencionalni način gojenja primernejši.  
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